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Beschreibung 

Prokollagen Peptid (Typ III) ist das aminoter- 
minale Propeptid des Kollagen (Typ III), das nach 
Sezernierung des Prokollagen (Typ Ml) — Molekuls 
extrazellular abgespalten wird. Mit einer radioim- 
munologischen Bestimmungsmethode wie sie in 
der Europaischen Patentschrift Nr. 4940 beschrie- 
ben ist, kann die Konzentration dieses Prokollagen 
Peptids in Korperflussigkeiten bestimmt werden. 
Die Kenntnis der Serumkonzentration des Peptids 
erlaubt Aussagen uber die Aktivitat fibrotischer 
Erkrankungen, wie z.B. der Leber [Rohde, H. et al. 
Eur. J. Clin. Invest. 9, 451 - 459 (1979)]. 

Die exakte, selektive Bestimmung von Prokol- 
lagen Peptid (Typ III) in Serum und anderen Kor- 
perflussigkeiten ist mit den bisher beschriebenen 
Methoden aber nicht moglich, da die polyklonalen 
Antikorper, die in diesen Methoden eingesetzt 
werden, mit verschiedenen, im Serum vorkom- 
menden Antigenen, die zum Teil Abbauprodukte 
des Prokollagen Peptids (Typ III) darstellen, mit 
unterschiedlicher, niedrigerer Affinitat reagieren 
[Niemela, 0. et al. Clin. Chim. Acta 124, 39 - 44 
(1982)]. Dies fuhrt dazu, daB die Serumverdun- 
nungskurven und die Verdunnungskurven anderer 
Korperflussigkeiten zur Eichkurve, die mit reinem 
Prokollagen Peptid (Typ III) erstellt wird, nicht pa- 
rallel sind und daher von jeder unbekannten Probe 
der Antigengehalt in mehreren Verdunnungen be- 
stimmt werden muB, um die Antigenkonzentration 
uber den 50 % Interzept der Verdiinnungskurve zu 
ermitteln. 

Mit Hilfe des Verfahrens der Europaischen 
Patentanmeldung 0089008 ist es moglich, dieses 
technische Problem zu losen, indem Antikorper 
eingesetzt werden, die fur intaktes Prokollagen 
Peptid (Typ III) und sein Abbauprodukt Col 1 ver- 
gleichbare Affinitat haben. Mit diesem Verfahren 
werden intaktes und degradiertes Prokollagen 
Peptid (Typ III) gemeinsam bestimmt, was jedoch 
zur Ungenauigkeit in der diagnostischen Aussage 
fuhrt, da Normalkollektiv und Patientenkollektiv 
stark uberlappen konnen. 

Uberraschenderweise wurde nun ein mono- 
klonaler Antikorper gefunden, der nicht mit den in 
Korperflussigkeiten vorkommenden Abbauproduk- 
ten des Prokollagen Peptids (Typ III) reagiert. Mit 
diesem monoklonalen Antikorper ist eine immuno - 
logische Bestimmung des aminoterminalen Pro- 
kollagen Peptids (Typ III) ermoglicht, bei der des- 
sen Abbauprodukte nicht miterfaBt werden, und die 
sich dadurch auszeichnet, daB Serumverdun- 
nungskurven, die Verdunnungskurven anderer 
Korperflussigkeiten und die Eichkurve komplette 
Parallelitat zeigen. 

Die Erfindung betrifft somit: 



1. Einen monoklonalen Antikorper mit dem in 
Figur 3 dargestellten Reaktionsmuster gegen- 
uber intaktem Prokollagen (Typ III) und pN- 
Kollagen (Prokollagen, dem das C-terminale 

s Propeptid fehlt, Peak 4a), intaktem aminotermi - 
nalen Prokollagen Peptid (Typ III) (Peak 5a) 
sowie Col 1 und Abbauprodukten des amino- 
terminalen Prokollagen Peptids (Typ III) mit 
gleichem Molekutargewicht wie Col 1 (Peak 

70 6a). 

2. Eine Hybridoma Zellinie, die durch Fusion 
von Zellen aus einer Myelom Linie und Lymp- 
hozyten von einem zuvor mit Prokollagen Peptid 
(Typ 111) immunisierten Tier gebildet wird und 

75 die den unter 1. charakterisierten Antikorper 
produziert. 

3. Ein Verfahren zur Herstellung des unter 1. 
charakterisierten Antikorpers. 

4. Ein Verfahren zur quantitativen immunologi - 
20 schen Bestimmung von Prokollagen Peptid (Typ 

III) mit dem unter 1. charakterisierten Antikorper. 

5. Eine diagnostische Zusammensetzung zur 
Feststellung der Prokollagen Peptid (Typ III)- 
Menge in Korperflussigkeiten, die aus einer 

25 wirksamen Menge des unter 1. charakterisierten 
monoklonalen Antikorpers im Gemisch mit ei- 
nem diagnostisch annehmbaren Trager besteht. 
Im folgenden wird die Erfindung detailliert er- 
lautert, insbesondere die bevorzugten Ausfuh- 

30 rungsformen. Ferner wird die Erfindung in den 
Patentanspruchen definiert. 

Zur Herstellung der monoklonalen Antikorper 
konnen Tiere, bevorzugt Nagetiere, wie z.B. Mau - 
se, Ratten, Kaninchen, Meerschweinchen, mit 

35 Prokollagen Peptid (Typ III), das nach dem Ver- 
fahren des Europaischen Patents 4940 isoliert 
wurde, in Gegenwart von Adjuvans immunisiert 
werden. Besonders bevorzugt werden Mause ein- 
gesetzt, insbesondere solche vom SJL Stamm. Mit 

40 wiederholten Sekundarinjektionen, beispielsweise 
im Abstand von 4 bis 8 Wochen, wird die Immun - 
antwort verstarkt. Der Erfolg der Immunisierung 
wird durch Bestimmung der Konzentration von 
Antikorpern im radioimmunologischen Bindungstest 

45 [R. Timpl und L. Risteli, Immunochemistry of the 
extracellular matrix, H. Furthmayr Ed., Vol. 1, 199 
(1982)] kontrolliert. Einige Tage vor Fusion der 
Lymphozyten mit einer Myelom Zellinie werden die 
Tiere mit Prokollagen Peptid (Typ III) ohne Adju - 

50 vans behandelt. Lymphozyten der Tiere werden 
gewonnen und mit einer Myelom Zellinie fusioniert, 
die ebenfalls von einer der oben genannten Tier- 
spezies stammen kann, vorzugsweise jedoch von 
der Maus, insbesondere mit der Zellinie 

55 P3X63AG8.653. Es werden vorteilhaft Lymphozyten 
mit Myelom -Zellinien gleicher Spezies fusioniert. 
Die Fusion und weitere Zuchtung der Zellklone 
werden in einer dem Fachmann bekannten Weise 
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durchgefuhrt, wobei im Uberstand der Zellkultur 
mittels immunologischer Bindungstests die Kon- 
zentration spezifischer Antikorper bestimmt wird. 
Aus den aus der Fusion hervorgehenden Zellklonen 
werden geeignete Klone fur die Verwendung in 
immunologischen Verfahren ausgewahlt. Beson- 
ders bevorzugt wird mit einer Zellinie gearbeitet, 
die durch Fusion von Lymphozyten von Mausen 
des SJL-Stamms gegen Prokollagen Peptid Typ 
III mit der Maus Myelom -Zellinie P3X63AG8.653 
hergestellt wird. Diese Zellinie ist bei European 
Collection of Animal Cell Cultures (ECACC), PHLS 
Centre for Applied Microbiology and Research, 
Porton Down, Salisbury, SP4 OJG, U.K. unter der 
Nummer 87042308 hinterlegt. 

Die erfindungsgemaBen monoklonalen Anti- 
korper gehoren in die Gruppe der Immunglobuline, 
bevorzugt in die Klasse der IgG-, IgA- und 
IgM - Proteine. Antikorper der IgG Klasse, insbe- 
sondere der Subklasse lgG2b sind besonders vor - 
teilhaft einsetzbar. Der erfindungsgemafie Antikor- 
per ist insbesondere deshalb uberraschend, weil 
seine Affinitat zum Antigen hoher ist als die Affini- 
tat polyklonaler Antikorper. Ublicherweise wird das 
Gegenteil gefunden. Verdeutlicht werden die Ei- 
genschaften der monoklonalen Antikorper anhand 
des aus der Zellinie ECACC 87042308 gewonne - 
nen monoklonalen Antikorpers PIIIP 296, wenn die 
im Serum vorhandenen Antigene uber Gelfiltra- 
tionschromatographie nach ihrem Molekulargewicht 
aufgetrennt werden und die Fraktionen der Chro - 
matographie im Radioimmunoassay eingesetzt 
werden. Dabei zeigt sich, daB die Antigenfraktion, 
die bei Analyse mit polyklonalen Antikorpern mit - 
erfafit wird und das Molekulargewicht des Abbau - 
produkts Col 1 hat, von dem erfindungsgemaBen 
monoklonalen Antikorper nicht erfaflt wird. In Figur 
3 ist das Elutionsprofil der Gelfiltrationschromato - 
graphie von humanem Serum, wie es der mono- 
klonale Antikorper zeigt, im Vergleich zum Elu- 
tionsprofil, wie es polyklonale Antikorper aufweisen, 
gezeigt. Peak 4/4a entspricht intaktem Prokollagen 
Typ III bzw. pN-Kollagen Typ III [Rohde H. et al. 
Eur. J. Biochem. 135, 197 [1983)]. Peak 5/5a ent- 
spricht intaktem aminoterminalem Prokollagen 
Peptid Typ III (P III P), wahrend Peak 6/6a Col 1 
entspricht sowie Abbauprodukten des aminotermi - 
naien Prokollagen Peptids Typ III mit gleichem 
Molekulargewicht wie Col 1 [Rohde H. et al. Eur. J. 
Biochem 135, 197 (1983)]. Die Konzentration der 
Stoffe in den entsprechenden Fraktionen kann mit 
Hilfe einer Prokollagen Peptid Typ III Eichkurve 
bestimmt werden. 

Fur die Herstellung der erfindungsgemaBen 
Antikorper ist es wichtig, daB eine geeignete Quelle 
zur Gewinnung des Antigens zur VerfOgung steht. 
Wie schon erwahnt, wird humanes oder tierisches, 
hochgereinigtes Prokollagen Peptid (Typ III) vor- 



teilhaft nach dem Verfahren des Europaischen 
Patents 4940 isoliert, indem Gewebe oder patho- 
logische Korperflussigkeiten mit Kollagenase ab- 
gebaut werden und das Prokollagen Peptid aus der 
5 Reaktionslosung abgetrennt und durch Kombina- 
tion von chromatographischen Methoden und/oder 
Immunadsorbtion gereinigt wird. 

Der erfindungsgemaBe monoklonale Antikorper 
kann in verschiedenen immunologischen Verfahren, 

w einschlieBlich alien Formen des Radioimmunas - 
says, z.B. sequentielle Sattigungsanalyse oder 
Gleichgewichtsanalyse, ggf. nach Markierung mit 
Chloramin T oder Bolton - Hunter - Reagenz 
[Felber, Meth. Biochem. Anal. 22, 1 (1974); Shelley 

75 et al., Clin. Chem. 19, 146 (1975)] sowie in anderen 
kompetitiven und nicht - kompetitiven Bindungs- 
assays, wie Fluoreszens- , Enzym-, 
Chemiluminestenz - oder anderen immunoassays, 
einschlieBlich Immunoradiometric Assay (IRMA) 

20 verwendet werden. Der monoklonale Antikorper 
kann daher in immunologischen Verfahren zur 
Isolierung und Charakterisierung sowie zur quanti - 
tativen Bestimmung von Prokollagen Peptid (Typ 
III) in Geweben und Korperflussigkeiten eingesetzt 

25 werden. Man verfahrt nach den dem Fachmann an 
sich bekannten Methoden, indem eine flussige 
Probe, die Prokollagen Peptid (Typ III) enthalt, mit 
dem erfindungsgemafien monoklonalen Antikorper, 
sei es in Losung oder auf einem festen Trager, zur 

30 Reaktion gebracht wird und die Menge des Pro- 
kollagen Peptids (Typ III) uber den gebildeten 
Antigen - Antikorper - Komplex bestimmt wird. 
Dabei spielt es keine Rolle, ob das Prokollagen 
Peptid (Typ III) noch mit dem Aminoterminus des 

35 Prokollagen (Typ III) verknupft ist oder nicht. Die 
bislang bei der immunologischen Bestimmung 
storenden Abbauprodukte des Prokollagen Peptids 
(Typ III), insbesondere das Col 1 , werden von dem 
erfindungsgemaBen Antikorper nicht miterfaBt. 

40 In den folgenden Beispielen wird die Erfindung 
weitergehend erlautert. Prozentangaben beziehen 
sich auf das Gewicht, wenn nicht anders angege - 
ben. 

45 Beispiel 1 

Herstellung von Prokollagen - Peptid (Typ 111) (P III 
P): 

so Prokollagen - Peptid (Typ III) wird hergestellt 

durch Einwirkung von Kollagenase auf Prokollagen 
(Typ III) bei 37 *C. Hierbei wird das Peptid keinen 
Denaturierungsmitteln ausgesetzt. Zur Herstellung 
grofierer Mengen des Peptids wird ein modifizier - 

55 tes Verfahren angewendet. Alle Verfahrensschritte 
bis zur Einwirkung der Kollagenase werden im 
Kalteraum durchgefuhrt. Die verschiedenen NaCi - 
Losungen, die zur Loslichmachung eingesetzt 
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werden, enthalten 0,05 M Tris-HCI, pH 7,4, 0,01 
M EDTA, Natriumazid (200 mg/ml) und die 
Protease - Inhibitoren Phenylmethylsulfonylfluorid 
(3 ug/ml) und p-Chlormercuribenzoat (3 ug/ml). 

Foetate Kalberhaut (3 kg) wird in 10 I 1 M NaCI 
homogenisiert und zwei Tage extrahiert. Gelostes 
Kollagen wird aus der Extraktionslosung gefallt 
durch Zugabe von festem NaCI bis zu einer End - 
konzentration von 2,5 M. Nach Ruhren Uber Nacht 
wird das Prazipitat durch Zentrifugation gesammelt 
(1800 x g, 20 Minuten), zweimal mit 2,5 M NaCI 
gewaschen und wieder aufgelost, indem es uber 
Nacht in 10 I 0,5 M NaCI geruhrt wird. Kleine 
Mengen unloslichen Materials werden durch Zen - 
trifugation entfernt. Die so erhaltene Mischung von 
Kollagen (Typ III) und Prokollagen (Typ III) wird mit 
1,6 M NaCI gefallt Das Prazipitat wird dann in 2 I 
0,05 M Tris-HCI (pH 8,0) suspendiert und nach 
Zusatz von 0,02 M CaCI 2 20 Minuten bei 50 °C 
erhitzt und anschliefiend 3 Stunden bei 37 °C zu- 
sammen mit 1500 U bakterieller Kollagenase 
(CLSPA, Worthington, USA) pro Gramm feuchtes 
Prazipitat inkubiert. Nach Einwirkung der Kollage- 
nase wird das gebildete Prazipitat durch Zentrifu - 
gation abgetrennt und die Losung dialysiert gegen 
0,005 M Tris-HCI, pH 8, 6,8 M Harnstoff und uber 
eine DEAE-Cellulosesaule (5,0 x 30 cm) gegeben, 
die mit dem gleichen Puffer aquilibriert wurde. 

Die auf der Saule gebundenen Proteine werden 
mit NaCI-Losungen ausgewaschen, deren Kon- 
zentration von 0 bis 0,3 M ansteigt. Die gesamte 
Elutionsmenge betragt 2 I. Die aus der Saule aus- 
fliefiende Losung wird bezuglich der Adsorption bei 
236 nm und ihrer Antigenaktivitat durch Verwen - 
dung von Antikorpern uberprtift, die spezifisch fur 
das aminoterminale Segment des Prokollagen (Typ 
III) sind. Normalerweise enthalt der letzte Peak, der 
aus der Saule eluiert wird, das Prokollagen - Peptid 
(Typ III). Das Peptid wird durch Dialyse gegen 
destilliertes Wasser entsalzt und lyophilisiert. Die 
weitere Reinigung erfolgt auf einer Saule mit Aga- 
rose A 1,5 M (2 x 120 cm), die mit 1 M CaCI 2 , 0,05 
M Tris-HCL, pH 7,5 aquilibriert ist. 

Beispiel 2 

Hybridoma Produktion 

Mause vom SJL-Stamm werden mit 5 ug 
Prokollagen Peptid (Typ III), das nach Beispiel 1 
erhalten wurde, in Gegenwart von komplettem 
Freund'schen Adjuvans intramuskular immunisiert. 
Nach 4 Wochen und nach drei Monaten wird die 
Immunreaktion durch eine weitere intramuskulare 
Injektion von 5 ug Prokollagen Peptid (Typ III) in 
Gegenwart von inkompletten Freund'schen Adju- 
vans verstarkt. Drei Tage vor der Fusion wird die 
Immunantwort durch intraperitoneale Injektion von 



weiteren 50 ug Prokollagen Peptid (Typ III) ver- 
starkt. 

Zur Fusion werden die Tiere getotet und die 
Milzzellen isoliert. In Gegenwart von Polyethyl- 

5 englykol werden die Milzzellen mit der Myeloma 
Zellinie P3X63AG8.653 fusioniert. Durch Kultivie- 
rung der Fusionsmischung in Hypoxanthin- 
Aminopterin - Thymidin - Medium uber einen 
Zeitraum von zwei Wochen wird auf Milzzell x 

io P3X63AG8.653 - Hybride selektioniert. Zur Errei- 
chung einer stabilen Zellinie werden die erhaltenen 
Zellklone mehrfach subkloniert. Die entstandenen 
Zellkolonien werden im radioimmunologischen 
Bindungstest auf Antikorperproduktion getestet. Die 

75 entstandene Zellinie, aus der man den monoklo- 
nalen Antikorper P III P 296 gewinnt, ist bei 
ECACC unter der Nummer 87042308 hinterlegt. 

Beispiel 3 

20 

Radioimmun - Bindungstest 

300 ul Zellkulturuberstand Oder andere Probe, 
wie z.B. Aszites nach Zuchtung von Zellen in der 

25 Bauchhohle von Mausen, werden mit 100 ul einer 
125 J Prokollagen Peptid (Typ III) Losung (1 ng 
Protein/100 ul hergestellt wie in EP 4940, Beispiel 
1 , beschrieben) uber Nacht inkubiert. Die gebilde - 
ten Antigen - Antikorper Komplexe werden durch 

30 Zugabe von Anti Maus IgG Serum vom Schaf Oder 
einer anderen Spezies ausgefallt. Nach Zentrifu- 
gation und Dekantieren des Uberstands wird die 
Menge der prazipitierten Radioaktivitat im 7- 
Szintillationsspektrometer bestimmt. 

35 

Beispiel 4 

Radioimmun Test 

40 0,2 ml der zu analysierenden Probe Oder des 

Prokollagen Peptid (Typ III) -Standards werden mit 
einer in Bezug auf die Menge des markierten An - 
tigens limitierenden Menge von PIMP 296 (in 0,1 ml 
Puffer) und 0,1 ml 125 J-markiertem Prokollagen 

45 Peptids (Typ III) (enthalt 1 ng Protein) uber Nacht 
bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wird mit einer 
vorher ausgetesteten Menge Anti Maus IgG Serum 
vom Schaf in Gegenwart von 10 % Polyethyleng - 
lykol (PEG 6000) 1 h inkubiert. Die gefallten 

50 Antigen -Antikorper -Komplexe werden abzentri- 
fugiert (1500 x g) und nach Dekantieren wird im 
7 - Szintillationsspektrometer die Radioaktivitat 
bestimmt. 

Durch Vergleich mit einer Eichkurve, zu deren 
55 Erstellung Standards mit unterschiedlichen Mengen 
Prokollagen Peptid (Typ III) eingesetzt werden, 
kann dann die Konzentration von Prokollagen 
Peptid (Typ III) in der unbekannten Losung be- 
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stimmt werden. Figur 1 zeigt die Eichkurve (1) und 
Serumverdunnungskurven (2) mit PIMP 296 (a) im 
Vergleich zum Verfahren nach EP 4940 mit poly- 
klonalen Antikorpern (b). 

Beispiel 5 

Radioaktive Markierung des P III P 296 

0,2 ml einer Losung mit 0,2 mg des monoklo- 
nalen P III P 296 in 0,05 M Phosphatpuffer pH 7,4 
werden in einem Polystyrol -Testrohrchen (12 x 55 
mm) vorgelegt und mit 100 MBq Na 125 J - Losung, 
abgepuffert mit 10 ul 0,5 M Phosphatpuffer pH 7,4, 
versetzt. Nach Zusatz von 50 ul einer waBrigen 
Losung von 20 ug Chloramin T wird 1 min ge- 
mischt. AnschlieBend wird die Jodierungsreaktion 
durch Zugabe von 50 ul einer waBrigen Losung 
von 20 ug Natriumdisulfit beendet. 

Das nicht umgesetzte Na 125 J wird anschlieBend 
von dem 125 J -markierten P III P 296 durch Chro- 
matographie an einem Anionenaustauscher abge - 
trennt. Die chromatographischen Fraktionen, die 
den aufgereinigten 125 J -markierten Antikorper 
enthalten, werden mit einer Losung aus 20 g 
Tween 20 und 14,6 g Na2EDTA in einem Liter 0,05 
M Tris - HCI - Puffer pH 8,0 verdunnt, so daB die 
Konzentration des markierten Antikorpers 200 ug/l 
betragt. 

Beispiel 6 

Antikorperbeschichtung von Testrohrchen 

Zur Fixierung der Antikorper auf Polystyrolte - 
strohrchen (12 x 75 mm) werden in jedes Rohr- 
chen 300 ul einer Losung von 4 mg monoklonalem 
P III P 296 pro Liter 0,01 M Natriumphosphatpuffer 
pH 6,4 gegeben und uber Nacht bei Raumtempe- 
ratur inkubiert. AnschlieBend wird die Antikorper - 
losung abgesaugt. Danach werden in jedes Rohr - 
chen 500 ul einer 1%igen Losung von Rinderse- 
rumalbumin in 0,05 M Tris - Citrat - Puffer pH 7,5 
gegeben und uber Nacht bei Raumtemperatur in - 
kubiert. AnschlieBend wird die Losung abgesaugt. 
Die Antikorper - beschichteten Rohrchen werden 
uber Silikagel getrocknet. 

Beispiel 7 

Immunradiometrischer Test 

0,1 ml der zu analysierenden Probe oder 0,1 
ml des Prokollagen (Typ III)- Standards werden in 
Polystyrol -Testrohrchen, die zuvor mit 1,2 ug des 
monoklonalen P III P 296 beschichtet wurden, unter 
Zusatz von 0,1 ml phosphatgepufferte Kochsalzlo - 
sung (phosphate buffered saline, PBS) bei Raum - 



temperatur 2 Stunden inkubiert. AnschlieBend 
werden die Testrohrchen zweimal mit je 1 ml PBS 
gewaschen und dekantiert. Danach werden in die 
Rohrchen 200 ul 125 - J -markierter monoklonaler 

5 P III P- Antikorper (enthalt 40 ng Antikorper) ge- 
geben und 2 Stunden bei Raumtemperatur inku - 
biert. Die Radioaktivitat der an der Testrohrchen - 
wand gebundenen Antikorper - Antigen - 125 J - 
Antikorperkomplexe wird nach zweimaligem Wa- 

70 schen mit je 1 ml PBS und anschlieBendem Dek- 
antieren im SzintillationsmeBgerat bestimmt. 

Durch Vergleich mit einer Eichkurve, zu deren 
Einstellung Standards mit unterschiedlichen Men - 
gen Prokollagen - Peptid (Typ III) eingesetzt wer- 

15 den, kann dann die Konzentration von 
Prokollagen - Peptid (Typ III) in der unbekannten 
Probenlosung berechnet werden. Die Fig. 2 zeigt 
die Eichkurve des radioimmunometrischen Assays. 
(BfT bedeutet: Antikorper gebunden/gesamt). 

20 

Beispiel 9 

Bestimmung der Molekulargewichtsverteilung der 
mit PIMP 296 reagierenden Antigene in humanem 
25 Serum 

1 ml Serum werden per Gelfiltrationschroma- 
tographie uber ein Allyldextran vernetzt mit N,N' - 
Methylenbisacrylamid [©Sephacryl S 300 Saule 
30 (1,6 x 130 cm)], aquilibriert in "Phosphate buffered 
Saline" (PBS) mit 0,04 % eines nichtionischen 
Detergens, beispielsweise eines polyethoxylierten 
Sorbitan - Monolaurats (Tween 20), in Fraktionen 
mit 3,3 ml aufgetrennt. Je 0,2 ml der Fraktionen 
35 werden in den Radioimmuntest nach Beispiel 4 
eingesetzt. Figur 3 zeigt das Elutionsprofil des 
mittels PIMP 296 bestimmten Antigens im Vergleich 
zum Profil des mit Hilfe der polyklonalen Antikor- 
per bestimmten Antigens: 
40 Peak 4/4a entspricht pN Kollagen und in - 
taktem aminoterminalem Prokol- 
lagen (Typ III) 
Peak 5/5a entspricht aminoterminalem Pro- 
kollagen Peptid (Typ lll) = (P III 
45 P) 

Peak 6/6a entspricht Col 1 sowie Abbau - 
produkten des aminoterminalen 
Prokollagen Peptids (Typ III) mit 
gleichem Molekulargewicht wie 
so Col 1 . 

Die Konzentration der Stoffe in den entspre- 
chenden Fraktionen kann mit Hilfe einer Prokolla- 
gen Peptid (Typ III) Eichkurve bestimmt werden. 
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Patentanspriiche 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten 
: AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Monoklonaler Antikorper mit dem in Figur 3 
dargestellten Reaktionsmuster gegenuber in- 
taktem Prokollagen (Typ III) und pN - Kollagen 
(Peak 4a), intaktem aminoterminalen Prokolla- 
gen Peptid (Typ III) (Peak 5a) sowie Col 1 und 
Abbauprodukten des aminoterminalen Prokol - 
lagen Peptids (Typ III) mit gleichem Moleku - 
largewicht wie Col 1 (Peak 6a). 

2. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 mit 
spezifischer Wirkung gegen ein Epitop des 
aminoterminalen Prokollagen Peptids (Typ 
III), das in Col 1 nicht vorhanden ist. 

3. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet, daB er der Klasse 
IgG zugeordnet wird. 

4. Monoklonaler Antikorper nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge - 
kennzeichnet, daB er durch ein Hybridom ge- 
bildet wird, das durch Fusion von Zellen einer 
Myelom Linie und von Lymphozyten eines 
zuvor mit Prokollagen Peptid Typ III immuni- 
sierten Tieres entstanden ist. 

5. Monoklonaler Antikorper PIIIP 296 der Hybri- 
doma Zellinie ECACC 87042308. 

6. Hybridoma Zellinie, die einen Antikorper ge- 
maB der Anspruche 1 bis 5 produziert, gebil - 
det durch Fusion von Zellen aus einer 
Myelom -Zellinie und von Lymphozyten eines 
zuvor mit Prokollagen Peptid (Typ III) immu - 
nisierten Tieres. 

7. Die Hybridoma Zellinie ECACC 87042308. 

8. Verfahren zur Herstellung eines monoklonalen 
Antikorpers gegen aminoterminales Prokolla- 
gen Peptid (Typ III), dadurch gekennzeichnet, 
daB 

a) Tiere mit aminoterminalem Prokollagen 
Peptid (Typ III) immunisiert werden, 

b) Lymphozyten gewonnen und mit 
Myelom - Zellen fusioniert werden, 

c) die Hybride hinsichtlich des Vorliegens 
eines Antikorpers mit den in einem der 
Anspruche 1 bis 5 angegebenen Eigen- 
schaften ausgewahlt und geklont werden 
und 

d) der Antikorper aus den genannten Klo- 
nen gewonnen wird. 



9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn - 
zeichnet, daB zur Ausfuhrung des Schritts d) 
die Hybridoma Zellinie ECACC 87042308 ein- 
gesetzt wird. 

5 

10. Verfahren zur quantitativen immunologischen 
Bestimmung von Prokollagen Peptid (Typ III) 
mit Antikorpern, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) eine flussige Probe, die aminoterminales 
70 Prokollagen Peptid (Typ III) oder Prokolla- 
gen (Typ III) enthalt, mit einem monoklo- 
nalen Antikorper nach einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 5 zur Reaktion ge- 
bracht wird und 

75 b) die Menge des aminoterminalen Prokol- 

lagen Peptids (Typ III) bzw. das Prokollagen 
uber den gebildeten Antigen -Antikorper - 
Komplex bestimmt wird. 

20 11. Diagnostische Zusammensetzung zur Fest- 
stellung der Prokollagen Peptid (Typ III)- 
Menge in Korperflussigkeiten, gekennzeichnet 
durch eine wirksame Menge des monoklonalen 
Antikorpers nach einem oder mehreren der 

25 Anspruche 1 bis 5 im Gemisch mit einem 

diagnostisch annehmbaren Trager. 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten 
: ES, GR 

30 

1. Verfahren zur Herstellung eines monoklonalen 
Antikorpers gegen aminoterminales Prokolla- 
gen Peptid (Typ III), dadurch gekennzeichnet, 
daB 

35 a) Tiere mit aminoterminalem Prokollagen 

Peptid (Typ III) immunisiert werden, 

b) Lymphozyten gewonnen und mit 
Myelom - Zellen fusioniert werden, 

c) die Hybride hinsichtlich des Vorliegens 
40 eines Antikorpers mit den in Abb. 3 ange- 
gebenen Eigenschaften ausgewahlt und 
geklont werden, wobei der monoklonale 
Antikorper spezifische Wirkung gegen ein 
Epitop des aminoterminalen Prokollagen 

45 Peptids (Typ III) besitzt, welches nicht in 

Col 1 vorhanden ist, der monoklonale Anti - 
korper der Klasse IgG zugeordnet wird und 
durch ein Hybridom gebildet wird, daB 
durch Fusion von Zellen einer Myelom Linie 

50 und von Lymphozyten eines zuvor mit 

Prokollagen Peptid Typ III immunisierten 
Tieres entstanden ist und der monoklonale 
Antikorper P III P296 der Hybridoma Zelli - 
nie ECACC 87042308 verwendet wird und 

55 d) der monoklonale Antikorper mit dem in 

Figur 3 dargestellten Reaktionsmuster ge- 
genuber intaktem Prokollagen (Typ III) und 
PN- Kollagen (Peak 4a), intaktem amino - 
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terminalen Prokollagen Peptid (Typ III) 
(Peak 5a) sowie Col 1 und Abbauprodukten 
des aminoterminalen Prokollagen Peptids 
(Typ III) mit gleichem Molekulargewicht wie 
Col 1 (Peak 6a) aus den genannten Klonen 5 
gewonnen wird. 



fusion of cells of a myeloma cell line and of 
lymphocytes from an animal which has pre- 
viously been immunized with procollagen 
peptide (type III). 

7. The hybridoma cell line ECACC 87042308. 



2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekenn - 
zeichnet, dafl zur AusfOhrung des Schritts d) 
die Hybridoma Zellinie ECACC 87042308 ein - 
gesetzt wird. 

3. Verfahren zur quantitativen immunologischen 
Bestimmung von Prokollagen Peptid (Typ III) 
mit Antikorpern, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) eine flussige Probe, die aminoterminales 
Prokollagen Peptid (Typ III) oder Prokolla- 
gen (Typ III) enthalt, mit dem nach An- 
spruch 1 erhaltlichen monoklonalen Anti- 
korper zur Reaktion gebracht wird und 

b) die Menge des aminoterminalen Prokol- 
lagen Peptids (Typ III) bzw. das Prokollagen 
uber den gebildeten Antigen -Antikorper- 
Komplex bestimmt wird. 

Claims 

Claims for the following Contracting States : 
AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. A monoclonal antibody having the reaction 
pattern which is depicted in Figure 3 towards 
intact procollagen (type III) and pN collagen - 
(peak 4a), intact amino -terminal procollagen 
peptide (type III) (peak 5a), and Col 1 and 
breakdown products of the amino -terminal 
procollagen peptide (type III) having the same 
molecular weight as Col 1 (peak 6a). 



8. A process for the preparation of a monoclonal 
antibody against amino -terminal procollagen 

70 peptide (type III), which comprises 

a) immunization of animals with amino - 
terminal procollagen peptide (type III), 

b) isolation of lymphocytes and fusion 
thereof with myeloma cells, 

75 c) selection of the hybrids for the presence 

of an antibody having the properties in- 
dicated in one of claims 1 to 5, and cloning 
thereof, and 

d) isolation of the antibodies from the said 
20 clones. 

9. The process as claimed in claim 8, wherein the 
hybridoma cell line ECACC 87042308 is used 
for carrying out step d), 

25 

10. A method for the quantitative immunological 
determination of procollagen peptide (type III) 
using antibodies, which comprises 

a) reacting a liquid sample which contains 
30 amino -terminal procollagen peptide (type 

III) or procollagen (type III) with a mon- 
oclonal antibody as claimed in one or more 
of claims 1 to 5, and 

b) determining the amount of amino -ter- 
35 minal procollagen peptide (type III) or the 

procollagen via the antigen/antibody com - 
plex which is formed. 



2. A monoclonal antibody as claimed in claim 1, 
having a specific action against an epitope of 
amino -terminal procollagen peptide (type III) 
which is not present in Col 1 . 

3. A monoclonal antibody as claimed in claim 1 
or 2, which is assigned to the class IgG. 

4. A monoclonal antibody as claimed in one or 
more of claims 1 to 3, which is formed by a 
hydridoma which is produced by fusion of cells 
of a myeloma line and of lymphocytes from an 
animal which has previously been immunized 
with procollagen peptide type III. 

5. A monoclonal antibody PIMP 296 of the 
hybridoma cell line ECACC 87042308. 

6. A hybridoma cell line which produces an anti - 
body as claimed in claims 1 to 5, formed by 



11. A diagnostic composition for establishing the 
40 amount of procollagen peptide (type III) in 

body fluids, which contains an effective 
amount of the monoclonal antibody as claimed 
in one or more of claims 1 to 5, mixed with a 
diagnostically acceptable vehicle. 

45 

Claims for the following Contracting States : 
ES, GR 

1. A process for the preparation of a monoclonal 
so antibody against amino -terminal procollagen 

peptide type (type III), which comprises 

a) immunization of animals with amino - 
terminal procollagen peptide (type III), 

b) isolation of lymphocytes and fusion 
55 thereof with myeloma cells, 

c) selection of the hybrids for the presence 
of an antibody having the properties in- 
dicated in Figure 3, and cloning thereof, 
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whereas the monoclonal antibody has a 
specific action against an epitope of 
aminoterminal procollagen peptide (type III) 
which is not present in Col 1, the mon- 
oclonal antibody is assigned to the class 
IgG and is formed by a hybridoma which is 
produced by fusion of cells of a myeloma 
line and of lymphocytes from an animal 
which has previously been immunized with 
procollagen peptide type III and the mon- 
oclonal antibody P III P 296 of the 
hybridoma cell line ECACC 87042308 is 
used, and 

d) isolation of the monoclonal antibody 
having the reaction pattern which is de- 
picted in Figure 3 towards intact procol- 
lagen (type III) and pN collagen (peak 4a), 
intact amino -terminal procollagen peptide 
(type III) (peak 5a), and Col 1 and break- 
down products of the amino -terminal pro- 
collagen peptide (type III) having the same 
molecular weight as Col 1 (peak 6a) from 
the said clones. 

2. The process as claimed in claim in 1, wherein 
the hybridoma cell line ECACC 87042308 is 
used for carrying out step d). 

3, A method for the quantitative immunological 
determination of procollagen peptide (type III) 
using antibodies, which comprises 

a) reacting a liquid sample which contains 
amino -terminal procollagen peptide (type 
III) or procollagen (type III) with the mon- 
oclonal antibody obtainable as claimed in 
claim 1 , and 

b) determining the amount of amino -ter- 
minal procollagen peptide (type III) or the 
procollagen via the antigen/antibody com - 
plex which is formed. 

Revendications 

Revendications pour les Etats contractants 
suivants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, 
SE 

1. Anticorps monoclonal ayant le profil reaction - 
nel represents dans la figure 3, dirige contre le 
procollagene intact (type IN) et ie pN-colla- 
gene (pic 4a), le peptide aminoterminal intact 
du procollagene (type III) (pic 5a), et contre le 
Col 1 et les produits de decomposition du 
peptide aminoterminal du procollagene (type 
III) ayant la meme masse moieculaire que le 
Col 1 (pic 6a). 

2. Anticorps monoclonal selon la revendication 1, 
exergant une action specifique contre un epi - 



tope du peptide aminoterminal du procollagene 
(type III) qui n'est pas present dans le Col 1. 

3. Anticorps monoclonal selon la revendication 1 
5 ou 2, caracterise en ce qu'on I'affecte a la 

categorie des IgG. 

4. Anticorps monoclonal selon une ou plusieurs 
des revendications 1 a 3, caracterise en ce 

70 qu'il est produit par un hybridome, lequel est 

form6 par fusion de cellules provenant d'une 
lignee de myelome et de lymphocytes prove- 
nant d f un animal prealablement immunise & 
I'aide de peptide de procollagene de type III. 

15 

5. Anticorps monoclonal PIIIP 296 de la lignee 
cellulaire d'hybridome ECACC 87042308. 

6. Lignee cellulaire d'hybridome produisant un 
20 anticorps monoclonal selon les revendication 1 

a 5, formee par fusion de cellules provenant 
d f une lignee cellulaire de myotome et de 
lymphocytes provenant d'un animal preala- 
blement immunise a I'aide de peptide de pro - 
25 collagene de type III. 

7. Lignee cellulaire d'hybridome ECACC 
87042308. 

30 8. Procede pour preparer un anticorps monoclo - 
nal dirige contre le peptide aminoterminal du 
procollagene (type III), caracterise en ce que : 

a) on immunise des animaux a I'aide du 
peptide aminoterminal du procollagene 

35 (type III), 

b) on recupere des lymphocytes et on les 
fait fusionner avec des cellules de myelo - 
me, 

c) on selectionne les hybrides d'apres la 
40 presence d'un anticorps dote des proprietes 

citees dans Tune des revendications 1 a 5, 
et on les clone, et 

d) on recupere I'anticorps dans les clones 
mentionnes. 

45 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise 
en ce qu'on utilise la lignee cellulaire d'hybri - 
dome ECACC 87042308 pour effectuer I'etape 
d). 

50 

10. Procede de determination immunologique 
quantitative de peptide du procollagene (type 
III) avec des anticorps, caracterise en ce que : 

a) on met a reagir un echantillon liquide, 
55 contenant le peptide aminoterminal du 

procollagene (type III), ou du procollagene 
(type III), avec un anticorps monoclonal 
selon une ou plusieurs des revendications 1 
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a 5, et 

b) on determine la quantite de peptide 
aminoterminal du procollagene (type III), ou 
de procollagene, d'apres le compiexe 
antigene - anticorps forme. 5 

11. Composition pour le diagnostic, destinee a 
etablir la quantite de peptide du procollagene 
(type III) prSsente dans des liquides corporels, 
caracterisee par une quantite efficace de Tan - 
ticorps monoclonal selon une ou plusieurs des 
revendications 1 a 5, melangee avec un vehi - 
cule absorbable du point de vue du diagnostic. 

Revendications pour les Etats contractants 
suivants : ES, GR 

1. Procede pour preparer un anticorps monoclo- 
nal dirige contre le peptide aminoterminal du 
procollagene (type III), caracterise en ce que: 

a) on immunise des animaux a I'aide du 
peptide aminoterminal du procollagene 
(type III) ; 

b) on recupere des lymphocytes et on les 
fait fusionner avec des cellules de myelome 

c) on sSlectionne les hybrides d'apres la 
presence d'un anticorps choisi parmi un 
anticorps monoclonal ayant le profil reac- 
tionnel represents dans la figure 3, dirige 
contre le procollagene intact (type III) et le 
pN-collagene (pic 4a), le peptide amino- 
terminal intact du procollagene (type III) (pic 
5a), et contre le Col 1 et les produits de 
decomposition du peptide aminoterminal du 
procollagene (type III) ayant la me me mas - 
se moleculaire que le Col 1 (pic 6a) et 
eventuellement exergant une action sped - 
fique contre un epitope du peptide amino- 
terminal du procollagene (type III) qui n'est 
pas present dans le Col 1 et eventuellement 
etant affecte a la categorie des IgG et 
eventuellement etant produit par un hybri- 
dome, lequel est forme par fusion de eel - 
lules provenant d'une lignee de myelome et 
de lymphocytes provenant d'un animal 
prealablement immunise a I'aide de peptide 
de procollagene de type III, et Panticorps 
monoclonal PIIIP 296 de la lignSe cellulaire 
d'hybridome ECACC 87042308 et on clone 
lesdits hybrides ; et 

d) dans les clones mentionnes, on recupere 
Panticorps monoclonal ayant le profil reac- 
tionnel represents dans la figure 3, dirige 
contre le procollagene intact (type III) et le 
pN-collagene (pic 4a), le peptide amino- 
terminal intact du procollagene (type III) (pic 
5a), et contre le Col 1 et les produits de 



decomposition du peptide aminoterminal du 
procollagene (type III) ayant la meme mas - 
se moleculaire que le Col 1 (pic 6a). 

2, Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce qu'on utilise la ligne cellulaire d'hybri- 
dome ECACC 87042308 pour effectuer I'etape 
d). 



io 3. Procede de determination immunologique 
quantitative de peptide du procollagene (type 
III) avec des anticorps, caracterise en ce que : 

a) on met k rSagir un echantillon liquide, 
contenant le peptide aminoterminal du 

75 procollagene (type III), ou du procollagene 

(type III), avec Panticorps monoclonal qu'on 
peut obtenir selon la revendication 1 ; et 

b) on determine la quantite de peptide 
aminoterminal du procollagene (type III), ou 

20 de procollagene, d'apres le compiexe 

antigene -anticorps forme. 
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